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(69) Promoteur de levure et son utilisation.

@ L'invention concerne des séquences d’ADN
comprenant tout ou partie du promoteur du
géne PGK de K.lactis, ou d'un dérivé de celui-ci,
et possédant une activité de promoteur trans-
criptionnel. Elle conceme également ['utilisa-
tion de ces séquences pour l'expression de
génes recombinés.

FIGURE 3
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La présente invention concerne le domaine de la

biologie moléculaire. Plus particulidrement, elle

concemne une nouvelle séquence d'’ADN présentant
une activité de promoteur transcriptionnel, des vec-
teurs d’expression contenant cette séquence, et son
utilisation pour la production de protéines, et par
exemple de protéines hétérologues. L'invention
concemne aussi les cellules recombinées contenant
cette séquence d’ADN. _

Les progrés accomplis dans le domaine de la bio-
logie moléculaire ont permis de modifier des microor-
ganismes pour leur faire produire des protéines hété-
rologues. En particulier, de nombreuses études géné-
tiques ont porté sur la bactérie E. coli. Toutefois, I'ap-
plication industrielle de ces nouveaux modes de pro-
duction est encore limitée, en particulier par les pro-
blémes d'efficacité d’expression des génes dans ces
microorganismes recombinés. Aussi, dans le but
d'augmenter les performances de ces systémes de
production, des recherches ont &té effectuées afin
d'isoler des promoteurs forts, permettant d’obtenir
des niveaux élevés d’expression de protéines hétéro-
logues. Chez E.coli, on peut citer en particulier les
promoteurs des opérons tryptophane et lactose.

Plus récemment, chez la levure S. cerevisiae,
des études ont porté sur des promoteurs dérivés de
génes impliqués dans la glycolyse. On peut citer no-
tamment les travaux sur le promoteur du géne de la
3-phosphoglycerate kinase PGK (Dobson et al., Nu-
cleic Acid Res. 10, 1982, 2625 ; Hitzeman et al., Nu-
cleic Acid Research 1982, 7791), sur celuidu géne de
la glyceraldéhyde-3-phosphate déshydrogénase
GAPDH (Holland et al., J.Biol.Chem. 254, 1979,
9839 ; Musti et al., Gene 25, 1983, 133), sur celui du
géne de l'alcool déshydrogénase 1 ADH1 (Ben-
nentzen et al., J.Biol.Chem. 257, 1982, 3018 ; Denis
et al., J.Biol.Chem. 25, 1983, 1165), ou sur celui du
géne de I'enolase 1 ENO1 (Uemura et al., Gene 45,
1986, 65).

Récemment, des outils génétiques ont été déve-
loppés afin de se servir de la levure Kluyveromyces
comme cellule héte pour la production de protéines

- recombinantes. La mise en évidence d'un plasmide
de type 2-micron originaire de K-drosophilarum (plas-
mide pKD1 - EP 241 435) a permis d’établir un systé-
me hotelvecteur trés efficace pour la production de
protéines recombinantes (EP 361 991). Cependant,
les promoteurs utilisés dans ce systéme n’ont jamais
été optimisés. En particulier, il s’agit essentiellement
de promoteurs hétérologues, c’'est-a-dire provenant
d’autres microorganismes, tel que notammentS.cere-

visiae. Cette situation peut engendrer différents in- -

convénients, et notamment limiter I'activité du promo-
teur & cause de I'absence de certains éléments de la
machinerie transcriptionnelle (par exemple de trans-
activateurs), présenter une certainee toxicité pour la
cellule hote due a une absence de régulation, ou af-
fecter la stabilité du vecteur.
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Dans ces conditions, le manque de promoteurs
homologues forts chez Kluyveromyces constitue un
facteur limitant dans 'exploitation industrielle de ce
systéme d'expression.

La Demanderesse a maintenant identifié, cloné et
séquencé une région du génome de Kiuyveromyces
lactis présentant une activité de promoteur transcrip-
tionnel (voir figure 1). Plus précisément, cette région

. correspond au promoteur du géne PGK de K.lactis.

Cette région, ou des dérivés ou fragments de celle-ci,
peut étre utilisée de maniére trés performante pour la
production de protéines recombinantes chezles levu-
res du genre Kluyveromyces. Il est entendu que cette
séquence peut également étre utilisée dans d’autres
organismes hotes.

Par ailleurs, I'analyse de la région du génome de

~Kluyveromyces obtenue a pemmis de mettre en évi-

dence 2 phases de lecture dans les 2 orientations op-
posées (voir figure 2). Cette observation indique que
le brin complémentaire de la région présentée sur la
figure 1 posséde égalemeént une activité promotrice
agissant dans I'autre orientation.

Un objet de la présente invention réside donc
dans une séquence d’ADN comprenant tout ou partie
de la séquence présentée a la figure 1 ou de son brin
complémentaire, ou d’'un dérivé de celles-ci, et pos-
sédant une activité de promoteur.

Au sens de la présente invention, on entend par
dérivé, toute séquence obtenue & partir de 1a séquen-
ce donnée dans la figure 1 par modifications structu-
rales (mutations, délétions, substitutions, additions,
fragmentations ... ) conservant une activité de promo-
teur. En particulier, les mutations peuvent porter sur
un ou plusieurs nucléotides, et les additions et/ou
substitutions peuvent porter sur des éléments de ré-
gulation, ou des régions activatrices telles que les
"UAS".

Lorsqu'un dérivé est réalisé, son activité de pro-

" moteur transcriptionnel peut étre mise en évidence de

plusieurs fagons, et en particulier en plagant sous le
contrdle de la séquence étudiée, un géne de résistan-
ce ou un marqueur de complémentation. Toute autre
technique connue de I'’homme de I'art peut bien évi-
demment étre utilisée a cet effet.

Un objet plus particulier de I'invention concerne
une séquence d'ADN comespondant 3 la région
comprise entre les 2 phases ouvertes ORF PGK et
ORF X, telle que présentée sur la figure 6.

Un autre objet de 'invention conceme un ADN re-
combinant comprenant une séquence d'ADN telle
que définie ci-dessus.

Cet ADN recombinant peut contenir par exemple
la séquence promotrice présentée a la figure 1 ou un
dérivé de celle-ci, dans laquelle est inséré un site de
restriction, facilitant I'utilisation de celte séquence
comme promoteur, "portable”.

Préférentiellement, cet ADN recombinant
contient en outre un ou plusieurs génes de structure.
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Encore plus préférentiellement, ’ADN recombi-
nant contient également des signaux permettant la
sécretion du produit d’expression du ou desdits génes
de structure.

Dans un mode de réalisation particulier de l'in-
vention, ’ADN recombinant fait partie d’'un plasmide
d’expression, qui peut étre a réplication autonome ou
intégratif.

En particulier, des vecteurs a réplication autono-
me peuvent étre obtenus en utilisant des séquences
a réplication autonomes (ARS) chez I'héte choisi. No-
tamment, chez la levure, il peut s’agir d’origines de ré-
plication dérivées de plasmides connus (pKD1, 2u,
etc).

Les vecteurs intégratifs peuvent étre abtenus no-
tamment en utilisant des séquences homologues a
certaines régions du génome de I'hdte, permettant,
par recombinaison homologue, l'intégration du vec-
teur.

La séquence présentée sur la figure 1 a été ob-
tenue par criblage d’'une banque d’ADN génomique
total de Kluyveromyces lactis au moyen d’une sonde
hétérologue provenantdu géne PGK de S. cerevisiae.
La Demanderesse a en effet montré qu'il est possible
de cloner une région promotrice chez Kluyveromyces,
par hybridation & partir de sondes hétérologues
comespondant a un géne de S. cerevisiae. Les détails
du clonage de la séquence sont donnés dans les
exemples. La région intergénique peut ensuite étre
isolée a partir de cette séquence, notamment par in-
sertion de sites de restriction en utilisant la technique
d’amplification par PCR comme indiqué dans les
exemples.

Un autre objet de I'invention concerne les cellules
recombinées contenant une séquence d'ADN telle
que définie ci-avant.

Avantageusement, les cellules sont choisies par-
mi les levures, et encore plus préférentiellement, par-
- miles levures du genre Kluyveromyces. Il est entendu
cependant que I'invention couvre toute les cellules re-
combinées dans lesquelles les régions promotrices
de l'invention sont actives.

Ces cellules peuvent &tre obtenues par toute mé-
thode permettant d'introduire un ADN étranger dans
une cellule. Il peut s’agir notamment de transforma-
tion, électroporation, ou toute autre technique connue
de 'lhomme de I'art.

Un autre objet de I'invention concerne I'utilisation
d’une séquence telle que précédemment définie pour
I'expression de génes recombinés.

Comme l'illustrent les exemples, les séquences
d’ADN selon l'invention permettent en effet une pro-
duction & des niveaux élevés de protéines recombi-
nantes.

Par ailleurs, I'activité promotrice bidirectionnelle
des séquences de l'invention pemrmet une utilisation
particuliérement avantageuse. Notamment, il est pos-
sible d'utiliser ces séquences dans les 2 orientations
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possibles, pour I'expression simultanée de plusieurs
génes de structure.

Avantageusement, I'invention concerne {'utilisa-
tion d’'une séquence telle que précédemment définie
pour I'expression simultanée, dans les 2 orientations
opposées, de génes recombinés.

Avantageusement, les séquences de I'invention
peuvent étre utilisées pour I'expression de génes co-
dant pour des protéines d'intérét phammaceutique ou
agroalimentaire. A titre d’exemple, on peut citer les
enzymes (tels que notamment la superoxide dismuta-
se, la catalase, les amylases, les lipases, les amida-
ses, la chymosine etc.), les dérivés sanguins (tels que
la sérum-albumine, I'alpha- ou la béta-globine, le fac-
teur VIII, le facteur IX, le facteur van Willebrand, la fi-
bronectine, I'alpha-1 antitrypsine etc.), I'insuline et
ses variants, les lymphokines (telles que les interieu-
kines, les interférons, les facteurs de stimulation des -
colonies (G-CSF, GM-CSF, M-CSF...),le TNF, le TRF
etc.), les facteurs de croissance (tels que I'hormone
de croissance, I'érythropoiétine, le FGF, 'EGF, le
PDGF, le TGF etc.), les apolipoprotéines, des poly-
peptides antigéniques pour la réalisation de vaccins
(hépatite, cytomégalovirus, Eppstein-Barr, herpes
etc.), ou encore des fusions de polypeptides telles
que notamment des fusions comportant une partie ac-
tive fusionnée a une partie stabilisatrice (par exemple
des fusions entre I'albumine ou des fragments d’albu-
mine et le récepteur ou une partie d’'un récepteur de
virus (CD4, etc)). !

Linvention sera plus complétement décrite a
l'aide des exemples qui suivent, qui doivent étre
considérés comme illustratifs et non limitatifs.

LEGENDE DES FIGURES

Figure 1 : Séquence nucléotidique de la région de
2,2 kb du fragment chromosomique situé en
amont du codon d'initiation de la traduction du
géne PGK de K.lactis possédant I'activité promo-
trice.
Figure 2 : Analyse des phases ouvertes de lectu-
re. Les demi-traits verticaux représentent des co-
dons d'initiation de la traduction. Les traits verti-
caux entiers représentent des codons stop. Les
régions claires mettent en évidence les phase ou-
vertes de lecture (ORF X et ORF PGK).
Figure 3: Carte de restricion du plasmide
" pYG610. La région noire correspond & la région
isolée du génome de K.lactis.
Figure 4: Stratégie de séquengage du fragment
Xbal de 2,5 kb.
Figure 5 : Séquence et localisation des oligo-
déoxynucléotides utilisés dans la réaction de
PCR, pour Pinsertion d'un site Hindlll en -6 de
I'ATG de la séquence de la figure 1. Les oligo-
déoxynucléotides sont représentés en italique.
L'ATG correspond au codon d'initiation de la tra-
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duction du géne PGK.

Figure 6 : Séquence nucléotidique de la régionin-
tergénique du fragment 2,2 kb. 6(a) : oligodéoxy-
nucléotides utilisés dans la réaction de PCR.
6(b) : Fragment Sal(l)-Hindlll comespondant aux
nucléotides 1343 & 2246 sur la séquence de la fi-
gure 1.

Figure 7: Stratégie de construction du plasmide
pYG45.

Figure 8: Stratégie de construction de cassettes
d’expression de la sérum-albumine humaine.
Figure 9: Stratégie de construction du plasmide
pYGB5.

Figure 10: Stratégie de construction du plasmide
pYG70.

Figure 11: Stratégie de construction du plasmide
pYG72. .

Figure 12: Stratégie de construction du vecteur
pYG621.

Figure 13 : Mise en évidence par "Northem.blot"
de I'expression du géne de lI'albumine humaine
sous la dépendance du promoteur PGK de K.lac-
tis. Les échantillons corespondent & 10ug d’ARN
total. 18S et 28S sont les positions des ARN ribo-
somiques 188 et 28S. ALB =fragments reconnus
par la sonde correspondant au géne de V'albumi-
ne; URA = fragments reconnus par la sonde
correspondant au géne URA A de K.lactis servant
de témoin de dépét. »
Figure 14 : Mise en &vidence de la production
d’albumine dans les souches transformées par le
vecteur d'expression pYG621 contenant le pro-
moteur PGK de K-lactis. Les échantillons corres-
pondent & 30 ul de sumageant de cuiture ; les
bandes au niveau du marqueur 66 kd correspon-
dent a I'albumine. M = marqueurs de masse mo-
léculaire : anhydrase carbonique bovine (31Kd),
ovalbumine (45Kd), BSA (66Kd), phosphorylase
b de lapin (92kd).

EXEMPLES

1/ Isolement de la région promotrice du gene PGK
de K lactis.

La séquence présentée sur la figure 1 a été ob-
tenue par criblage d'une banque d’ADN génomique
total de Kluyveromyces lactis CBS2359 au moyen
d’une sonde hétérologue provenant du géne PGK de
S. cerevisiae (Dobson et al., Nucleic Acid Res. 1982,
10, 2625). Plus précisément, la sonde utilisée corres-
pond au fragment N-terminal Pvul-EcoRI de 1,3 kb du
géne PGK de 8. cerevisiae.

En "Southern blot" (Southern et al., J.Biol.Chem.,
1975, 98, 503), la sonde utilisée s’hybride avec deux
fragments différents lorsque I'ADN génomique est di-
géré par XBal. L'un d’eux, de 2,5 kb environ, a été iso-
I& par criblage d’une banque génomique restreinte de
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K. lactis CBS2359, constituée de fragments d’ADN

coupés par Xbal, d'une taille comprise entre 2 et 3kb,
introduits dans le plasmide pUC18 au site Xbal. Une
banque de 500 clones a ainsi été constituée, puis cri-
blée avec la sonde hétérologue décrite ci-dessus.

Par hybridation sur colonies, un clone a pu étre
identifié¢ et son ADN plasmidique a été préparé. Ce
plasmide (pYG610) contient un fragment d’ADN gé-
nomique de 2,5 kb, dontla carte de restriction est pré-
sentée 2 la figure 3. Le plasmide pYG611 contient le
méme insert dans la direction opposée (voir figure 8).

Dans une seconde étape, le fragment de 2,5 kb
ainsi isolé a été séquencé, en utilisant la méthode de
Sanger (Sanger et al., Proc.NatAcad.Sci 74, 1977,
5463). Pour cela, le fragment issu de pYG611 a
d'abord été sous-cloné dans les bactériophages
M13tg130 et M13_tg131. La stratégie de séquengage
du fragment est schématisée sur la figure 4. '

L’analyse de la séquence obtenue montre que le
fragment isolé contient une partie codant pour la ré-
gion N-terminale de la protéine Pgk de Kluyveromy-
ces lactis (0,3 kb), et 2,2 kb corespondant a la région
promotrice située en amont du site d’initiation de la
traduction. Elle montre de plus que, dans 'orientation
opposée par rapport au géne PGK, se situe une se-
conde phase de lecture située & environ 0,9 kb en
amont de I'ATG du géne PGK (figure 2).

La comparaison de cette séquence avec celle du
promoteur du géne PGK de 8. cerevisiae fait apparai-
tre I'absence d’homologie particuliére, notamment
avec son élément de régulation. Cette séquence
correspond donc a une région promotrice entiérement
originale, trés distincte de celles déja décrites, sur le
plan de sa structure, et par conséquent sur le plan de
sa régulation.

2/ Construction de vecteurs d’expression pour la
production de proteines hétérologues :

Cet exemple illustre l'utilisation des capacités
promotrices de la séquence de 2,2 kb de la séquence
de la figure 1 et de séquences dérivées.

a) Insertion d'un site de restriction en -6 de 'ATG.

L'insertion de ce site permet ensuite d’introduire
en aval du promoteur obtenu tout géne que I'on désire
exprimer. Pour des raisons de compatibilité avec des
vecteurs d’expression existant (EP 361 991), des pro-
moteurs "portables” ont été construits sous forme de
fragments Sall-Hindlli.

Un site Hindlll a été introduit en position -6 par -
rapport au site d'initiation de 1a traduction (ATG) du
geéne PGK en utilisant la technique d’amplification par
PCR (Muillis et al., Meth.Enzymol. 155, 1987, 335).
Dans ce but, 2 oligodéoxynucléotides ont été utilisés,
qui sont présentés sur la figure 5.

L'oligodéoxynucléotide A correspond & la sé-
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quence située a 467 pb en amont du codon ATG, au
niveau d'un site Hindlll, quisera ainsiremplacé parun
site Sall lors de I'amplification. L'oligodéoxynucléoti-
de B correspond ala séquence en amont du site d’ini-
tiation, et permet d’introduire un site Hindlll en posi-
tion -6.

Le fragment obtenu par PCR 3 été inséré entre
les sites Sall et Hindlif du bactériophage M13tg130
afin de vérifier par séquengage que des mutations ne
sont pas apparues lors de I'amplification.

b) Construction de cassettes d'expression de la
sérum-albumine humaine : figure 8.’

L'ADN recombinant de 474 pb obtenu ci-dessus
a été introduit au niveau des sites Sall et Hindlll, dans
le plasmide pYG45 (figure 7) pour obtenir le vecteur
pYG614 (figure 8). Le plasmide pYG45 contient une
cassette d'expression constituée du promoteur et du
terminateur du géne PGK de S. cerevisiae entre les-
quels, au niveau d'un site Hindlll, est insér¢ le géne
codant pour la prépro-sérum-albumine humaine (sé-
quence prépro-HSA). pYG45 est dérivé de pYG18
(voir brevet EP 361 991) par sous-clonage du frag-
ment Sall-BamHI contenant la cassette d’expression
HSA, dans les sites corespondants du vecteur plC-
20RDH (figure 7). plC-20RDH est obtenu par diges-
tion du plasmide pIC-20R (March et al., Gene 32,
1984, 481) avec I'enzyme Hindlll, remplissage des
extrémités avec le fragment Klenow de la polymérase
| d’E.coli et recircularisation avec la T4 DNA ligase.

A partir du plasmide pYG614, le fragment Sall-
Sacl peut étre isolé par digestion. Il contient : une rée-
gion promotrice dérivée de la séquence de la figure 1,
le géne de I'albumine et le terminateur du géne PGK
de 8. cerevisiae. Il constitue une cassette d’expres-
sion qui peut étre insérée dans un plasmide pour
constituer un vecteur d'expression.

Une autre cassetie d'expression peut étre obte-
nue a partir du plasmide pYG614, par clonage du frag-
ment Afilll-Sacl contenant une partie du promoteur
PGK de l'invention, le géne de I'albumine (prépro-

-HSA) et le temminateur PGK de S. cerevisiae dans le
plasmide pYG611 décrit préalablement. Ceci génére
le plasmide pYGB15. Le fragment Sall-Sacl conte-
nant : la région promotrice de la figure 1 entiére, le
géne codant pour la prépro-sérum-albumine, etle ter-
minateur du géne PGK de S. cerevisiae, peut ensuite
étre isolé par digestion. Ce fragment constitue une se-
conde cassette d’expression de I'albumine utilisant la
séquence promotrice de l'invention.

c) Construction de vecteurs d’expression de
I'albumine.

Des vecteurs d'expression de |I'albumine peuvent
&tre construits par insertion des cassettes d'expres-
sion obtenues ci-dessus dans des plasmides navet-
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tes K.lactis/E.coli tels que pYG72 (figure 10). En par-
ticulier, un vecteur d’expression a été obtenu (vecteur -
pYG621) par insertion du fragment Sall-Sacl de
pYG615 contenantla cassette d’expression de I'albu-
mine dans le vecteur pYG72 (vair figure 10). Ce vec-
teur correspond au plasmide pKan 707 (voir EP 361
991) dans lequel le fragment Sacl contenant le géne
URA3 a été éliming, ainsi que le site unique HindIN
présent dans le géne aph pour faciliter les construc-
tions ultérieures. Le géne aph code pour Faminogly-
coside 3'-phosphoiransférase (I) (Oka et al., J. Mol-
Biol. 147, 1981, 217) et est utilisé comme marqueur
de résistance au G418 chez la levure, Le fragment
Pstl du plasmide pKan707 contenant le géne aph a
&té sous-cloné dans le bactériophage M13mp7 pour
donnerle vecteur pYG64 (figure 9). Le site Hindlli pré-
sent dans ce géne a été détruit par mutagénése diri-

' gée selon laméthode décrite par Taylor et al. (Nucleic

Acid Res. 13, 1985, 8749). Le plasmide résultanta été
appelé pYGB5 (figure 9). L'oligodéoxynucléotide uti-
lisé pour la mutagénése avait la séquence 5'-GAA
ATG CAT AAG CTC TTG CCATTC TCA CCG -3’ et
transformait le triplet CTT codant pour I'acide aminé
185 (Leu) en CTC. Ce changement ne modifie pas la
séquence protéique résultante. Pour construire le
plasmide pYG72, la partie contenant le réplican bac-
térien du vecteur pKan707 a été isolée par digestion
avec I'enzyme EcoRI et recircularisation avec la T4
DNA ligase pour obtenir pYG69. Le fragment Pstl pré-
sent dans ce dernier vecteur contenant le géne aph a
été remplacé par le fragment équivalent muté prove-
nant de pYG65. Cette construction a été appelée
pYG70. La séquence de pKD1 de 4,7 kb comprise en-
tre les sites EcoRl et Sacl a été introduite dans ce der-
nier vecteur pour obtenir pYG72. Le vecteur pYG621
(figure 11) a été obtenu par insertion du fragment Sall-
Sacl contenantla cassette d’'expression de I'albumine -
provenant de pYG615.

3/ Construction d’'une cassette permettant d'utiliser
la région promotrice dans les 2 orientations.

Cette construction a été obtenue par introduction
d'un site Sall et d'un site Hindlll de part et d’autre de
la région comprise entre les 2 phases ouvertes de lec-
ture identifiées sur la figure 2: ORF PGK et ORF X,
soit au niveau des nucléotides 1343 et 2246 sur la fi-
gure 1. ‘

Cette construction a été réalisée par la technique
de PCR en utilisant d'une part 'oligodéoxynucléotide
A qui introduit un site Sall en position -1 par rapport
au site d'initiation de la traduction du géne PGK, et
d'autre part I'oligodéoxynucléotide B qui introduit un
site Hindlll en position -1 par rapport au site d'initia-
tion de la traduction du géne X (voir figure 6(a)). En-
suite, pour éliminer un site Hindlll présent dans la ré-
gion promotrice, 3 réactions de PCR ont été effec-
tuées en utilisant & chaque étape le plasmide pYG610
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comme matrice :
- les 2 premiéres, pour amplifier les régions de
part et d'autre du site Hindlll en utilisantles oligo-
déoxynueléotides A et B couplés respectivement
aux oligodéoxynuciéotides C et D (figure 6). Ces
2 derniers sont complémentaires et permettent
d'introduire une mutation ponctuelle au niveau du
site Hindlll interne ;
- la derniere, en utilisant les 2 produits d’amplifi-
cation précédents comme amorce, pour générer
le fragment final contenant la région promotrice
modifiée. _
Cette région peut ensuite étre introduite dans les
vecteurs décrits dans I'exemple 2, et utilisée comme
promoteur bidirectionnel.

4/ E&pression d’albumine

Le vecteur pY G621 a été introduit par transforma-
tion dans la souche K.lactis MWS8-8C (CBS 5§79.88),
en utilisant la technique éthyléne glycol/diméthylsul-
foxyde (Durrens et al., 1990, Curr.Genet. 18, 7). Cette
souche dérive de la souche sauvage CBS2359 et pré-
sente le génotype : Mat_, uraA, LysA, argA, K+, cir.
Les levures transformées sont sélectionnées pour ie
phénotype "G418-resistant” que confére le plasmide
pYG621 sur milieu YPD (extrait de levure 10 g/l, pep-
tone 20 g/l, glucose 20 g/l) contenant de la généticine
4 0,2 g/l. Des souches transformées par le plasmide
pYG72 ne contenant pas de cassette d'expression
ont été sélectionnées pour servir de témoin dans les
tests de production. Par ailleurs, afin de comparer I'ef-
ficacité du promoteur PGK de K.lactis selon I'inven-
tion par rapport a celui de S.cerevisiae, des souches
transformées par le vecteur pYG19 ont également été
sélectionnées. Le vecteur pYG19 est analogue au
vecteur pYG621, sauf que le géne de I'albumine est
sous le controle du promoteur PGK de S.cerevisiae
(EP 361 991).

a) Analyse des ARNm :

Les cellules sont cultivées a 28°C en milieu sélec-
tif YPD (extrait de levure 10 g/l, peptone 20 g/l, gluco-
se 20 g/l) contenant de la généticine & 0,2 gfl. Les
ARN totaux sont extraits (Sherman et al., Methods in
Yeast Genetics, Cold Spring Harbor Laboratoty,
1986, 143) et séparés par électrophorése sur gel
d’agarose. Suivant la méthode de "Northern biot”
(Maniatis et al., 1982 Molecular cloning, Cold Spring
Harbor, Laboratory Press), les ARN sont hybridés a

une sonde correspondant au géne de structure de I'al-

bumine (fragment Hindlll-Hindlll de 1,9 kb) provenant
du vecteur pYG18 (figure 7). L'autoradiographie mon-
tre clairement une bande de 2,3 kb spécifique de I'al-
bumine (figure 13). Par ailleurs, il apparait clairement
que le taux de transcription du géne de I'albumine est
bien supérieur dans les souches contenant une ré-
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gion promotrice de I'invention (pYG621), que dans
celles contenant le promoteur PGK intact de S. cere-
visiae (pYG19).

b) Analyse des protéines :

Les cellules sont cultivées en edenmeyers dans
un milieu sélectif YPD (extrait de levure 10 g/l, pepto-
ne 20 g/, glucose 20 g/l) contenant de la généticine
a 0,2 g/l 3 28°C sous agitation. Aprés 96 heures de
culture, 30 ul de sumageant sont prélevés et mélan-
gés & un volume équivalent de tampon Laemmli 2X
(Laemmli, 1970, Nature 227, 680). Aprés chauffage &
96°C pendant 10 minutes, les protéines de I'échantil-
lon sont ensuite séparées sur gel de polyacrylamide
SDS 8,5 %. La production d’albumine est ensuite ré-

. vélée par coloration du gel au bleu de coomassie, puis

est évaluée pour les différents vecteurs utilisés. La fi-
gure 14 montre que les 4 clones obtenus séparément
par transformation de la souche MW98-8C par le vec-
teur pYG621 sécrétent beaucoup plus d’albumine
que ceux obtenus par transformation avec le vecteur
pYG19.

I} est clair que a région promotrice de I'invention
permet une excellente production d'albumine par la
levure, supérieure & celle obtenue avec le promoteur
PGK de S.cerevisiae. Cette région, ou des formes ré-
duites ou dérivées de celle-ci, constituent un outil in-
dustriel important pour les systémes de production
microbiologiques, et plus particulitrement eucaryo-
tes. :

Ravendicétlons

1. Séquence d’ADN comprenant tout ou partie de la
séquence présentée 2 la figure 1 ou de son brin
complémentaire, ou d’un dérivé de celles-ci, et
possédant une activité de promoteur transcrip-
tionnel.

2. Séquence d'ADN selon la revendication 1
comprenant tout ou partie de la séquence présen-
tée sur la figure 6(b).

3. ADN recombinant comprenant une séquence
d’ADN selon les revendications 1 ou 2.

4. ADNrecombinant selon la revendication 3 carac-
térisé en ce qu'il contient en outre un ou plusieurs
génes de structure.

5. ADN recombinant selon la revendication 4 carac-
térisé en ce qu'il contient également des signaux
permettant la sécretion du produit d'expression
du ou desdits génes de structure.

" 6. ADN recombinantselon I'une quelconque des re-
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vendications 3 & 5 caractérisé en ce qu'il fait par-
tie d’'un plasmide d’expression, qui peut étre a ré-
plication autonome ou intégratif.

Cellule recombinée contenant une séquence
d'ADN ou un ADN recombinant selon Fune quel-
conque des revendications précédentes.

Cellule recombinée selon la revendication 7 ca-
ractérisée en ce qu'il s’agit d’'une levure.

Cellule recombinée selon la revendication 8 ca-
ractérisée en ce qu'il s'agit d'une levure du genre
Kluyveromyces.

Utilisation d’'une séquence d’ADN selon l'une
quelconque des revendications 1 & 6 pour I'ex-
pression de génes recombinés.

Utilisation selon la revendication 10 pour I'ex-
pression simultanée, dans les 2 orientations op-
posées, de génes recombinés.

Utilisation selon I'une des revendications 10 ou
11 pour I'expression de génes codant pour des
protéines d'intérét pharmaceutique ou agroali-
mentaire.

Procédé de préparation d’une protéine recombi-
nante par expression de son géne dans un hobte
cellulaire caractérisé en ce que I'expression dudit
géne est sous le contrle d'une séquence selon
la revendication 1.

Procédé selon la revendication 13 caractérisé en
ce que la protéine est la sérum-albumine humai-
ne.
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